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生物 は,真 核生物 と,bacteria,cyanobacteria(藍 細菌),お よびvirusが 属 して い る原 核生 物(前
核生物)と に分類 され る。真核生物の細胞 は,DNAが 核膜 に包 まれ核 の中 に局在 して いるの に対 し,原
核 生物 の細胞 は,DNAが 核膜 に包 まれず,細 胞の中心部 に存在 して はいるが構造 的 には細胞 質 と区別 で
きな い。 原 核生 物 の内,bacteriaとcyanobacteriaは 原 核微生 物 と言 われ てい る。 微 生物 の中 に は,
protozoa(原 生動物),fungus(真 菌 類),あ るいはalgae(藻 類)の ような真核生物 も含 まれ,こ れ ら
は真核微生物 と言 われ る。人類 は微生物 との相互作用 の中で,い かに制御 し利用 しなが ら共存す るか を追
及 して きた。微生物の利用法や感染 に対す る方策 を研究す るためには,代 謝過程を は じめ,微 生物の性質
を理解す る ことが非常 に重要 で ある。
ヒ トは健康で あ って も無菌状態で はな く,消 化管 や皮膚等 に常在floraが 生息 して いる。常在floraは,
宿主 が健 康な場 合 には,栄 養摂取 や外来 の病原菌 の排除 に役立 ち,共 生で きる。常在floraを 抱えて い る
の は ヒ ト以外の動物 も同 じであ る。 これ らの宿主 に とって は共存 で きる常在菌が,ヒ トには病原性 を発揮
す る場合 があ り,食 中毒 の原 因 とな った りす るため,ヒ ト以外 の動物 の常在菌の研究 も重要 であ る。 最近
非常 に問題 とな ってい るE8cん εr`cん`αco♂`(Eoo♂`)0157:H7も,宿 主動物の ウシにとって は共 存 で き
る瓦coあ の一種 である。他方,ヒ ト以外の動物 の常在菌 の中 には,ヒ トに とって毒性 が弱 く,感 染 の危
険 性が少 な いbacteriaも 多 く,こ れ らは基礎的研究 のための研究材料 として も活 用 されて いる。
微生 物の研究 は,分 離 して純粋 に培養す るところか ら始 まる。微生物 の増殖や生理的作用 は多種多様 で,
環境 因子 によって変化 し,噛とくに,酸 素,温 度,pH,浸 透圧 な どに大 き く影響 され,培 地 中の基質 の種
類 や濃度,イ オ ン濃度 によって も影響 を うける。 また,抗 生物質 に対す る感受性 は生育 条件 によ って大 き
く変化 し,こ れ らの因子 に対 す る応答性 の違 いによってbacteriaを 分類す ることが可能 で あ る。 酸 素 に
注 目す る と,酸 素 を絶対 的に必要 とす る好気性菌,酸 素 が存在す ると生育 で きない偏性嫌気性菌,お よび
酸素 の有無 に係 わ らず生育 で きる通性嫌気 性菌 とに分類 され る。 ヒ トにおいて も部位 によって,好 気性菌,
通性嫌気性菌,お よび偏性嫌気性菌が生息 してい る。嫌気性菌 にっ いて は,実 験 的に嫌気状態 を保っ こと
が困難 な ことか ら,好 気性菌 や通性嫌気性菌の研 究の進歩 に較べて非常 に遅 れてい る。γe`伽 几鰯 α,Bα ひ
古erOZ4ε8,翫SOわ αC古θr`μ肌,pθ μ08乙rθp`OCOC飢8お よびPrOμ0η 必αC古θr勧肌 は ヒ ト常在 の嫌 気性 菌 で
あ り,臨 床的 に発見 される嫌気性菌 と して は,前 述 のbacteriaに 加 えて,.Pεpめcoc侃8,α08εr`4勧 侃,
.Ac伽0肌:yoes,.ArαC痂 π`α,Eめ αC古ε磁 肌 およびB諺40う α0`θ磁 肌 と多種 に上 る。嫌気性 菌 に よる感染
症 もかな り高頻度 に発見 され,嫌 気性菌の研究 は臨床的 に も重要であ ることか ら,嫌 気性菌 に関す る研究
は今後 さ らに推進 され る必 要が あると考え る。
反劉動 物の常在菌で あるruminalbacteriaは 本来生育 している環境が嫌 気状態であ るた め,偏 性嫌 気
性菌 また は通性嫌気性菌で ある。。正常な状態 で は,宿 主動物が 自らの消化機能では消化で きないcellulose
をruminalbacteriaが 消化す るなど,共 生状態を保 っている。 しか し,rumen内 に大量 の発酵基質 が存
在 す ると,ruminalbacteriaに よ り乳酸 が異常 に多 く生 成 され,そ れ によ りpHの 著 しい低 下 を生 じ,
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乳 酸 アシ ドーシスを発 症 して,重 篤 な場合 は宿主動物 の死 に至 る。乳酸 アシ ドーシス発症の予防法 として,
monensinや1asalocidな どのionophore抗 生物質 を投与す ることが行 われ る。Ionophoreは,1actate-
producingruminalbacteriaの 生育 を強 く阻害 して効果 を発 現す るたあ,ruminalbacteriaに 対 す る
ionophoreの 抗菌力 や抗菌 スペク トル に関す る研 究 は非常 に多 く報告 されて い る。 これ に対 し,iono-
phoreの 抗菌活性 に影響 を及 ぼす因 子 を検 討 した報告 は少 な く,pHの 影響(Chowら)とK+の 影響
(Dawsonら)に 関す る研究 のみであ る。本研究で は,ionophoreの 抗菌活性 に影響 を及 ぼす因子 につ い
て解析 す る目的で,第 一章 で は,グ ラム陰性偏性嫌気性ruminalbacteriumで あるSθZθπo肌oπαs配 肌`一
παπ伽 侃(s.rμ 肌ε7Lα7L琵ωηz)に 対 す る1asalocidの 抗菌作 用に及 ぼすg正ucose濃 度 とpHの 影 響 を検討
し,第 二章 で は,S.配 而 πα漉 μ肌 の生育 と構造に対 するlasalocidとCa2+の 相 互作 用 にっ いて検 討 し
た。 また,こ の相互 作用 の機 序 を さ らに解 明す るため に,第 三章 において は,細 胞 内freeCa2+濃 度
([Ca2+]、)変 化 にっいて解析 した。 さ らに,第 四章 では,第 三章 において確立 したfree[Ca2+コ 、測 定法
を用 いて,ruminalbacteriaの 一種で あるグラム陽性通性嫌気性菌の 翫rθpωcocω8うo痂(Sうoひ`s)
におけるCa2+排 出機序 にっいて検討 した。
第一章S。 川m'η ∂ηt'umに 対す るlasalocidの 抗菌作用 一gIucose濃 度 変化 に よ って誘発 され るpH変
化 の影響
実際 に反劉動物 にionophoreを 投与 す るのは,ruminalbacteri母 の増殖環境 いわば培地が存 在 す る
rumen内 に発酵基 質(glucose等)が 過剰 に存在す る状態の時であ る。 このよ うな環境下で は,bacteria
の増殖 に伴 い培地pHが 大 き く低下 してい る可能性が考 え られ るが,多 量 の発 酵基 質 の存在 下 に お ける
pHの 変化 とionophoreの 抗菌活性 を比較検討 した研究報告 はない。 このた め,本 研究 で は,1asalocid
の抗菌作用 とglucose濃 度お よび培地pHの 相関関係 を明 らか にす る ことを 目的 と した。 即 ち,多 量 の
glucoseの 存在下 において は,.S,湿 而 παπ伽 肌 の増殖 に伴 い培地pHが 低下 し,pB:の 低下 とともにlasalo-
cidは 顕著 な生育 阻害作用 を示す ことが明 らか にな った。次 に,こ の生育 阻害時 のs.膨 肌加侃 伽 肌 の状 ・
態を詳 しくしらべ るた めに,細 胞構造 に対す るlasalocidの 影響 を電子顕微鏡下で観察 した ところ,対 数
期中期 にお いて1asalocid処 理 した細胞 の中に異常 なoutermembraneを 有 す る細胞 が認 め られ た。 し
たが って,1asalocidは このよ うな異常な細胞を発生 させ る ことによ り生 育を阻害することが示 唆 された。
第二 章S.rumlη ∂ηt'umに 対 するlasaIocidの 抗菌作用に及ぼすCa2+の 影響
グラム陰性菌のoutermembraneに はCa2+やMg2+な どの2価 陽 イオ ンが多量 に存在 し,そ の安 定
化 に寄与 して いる。Ionophoreが 細胞膜を通過 す る陽イオ ンの移動を媒介 す る ことか ら,グ ラム陰性 菌
の生育 を阻害す る場 合 には,2価 陽イオ ンを遊離 させ た結果outermembraneの 透過 性 を増 し,グ ラム
陰性菌 の生育 を阻害す る,と いう作用機序 が考 え られた。 この機序 によ って抗菌作用を発現 して いるな ら
ば,培 地中 に過剰 の2価 陽 イオ ンが存在 す るとionophoreの 抗菌作用 は減弱 される可能性が あるので,S
勘 漉 πα漉 μ1πの生育 と構造 に対す るlasalocidとCa2+の 相乗効果を検討 した。 その結果,lasalocidの
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存在下,培 地中 のCa2+濃 度が上昇す るに したがい生育阻害 は増 強 され,1asalocidに よる生 育 阻害作 用
は,単 に,膜 結合Ca2+の 遊離 によるoutermembraneの 透過性 の増大 によ って誘 発 され るので はな い
ことが明 らか になった。Lasalocidお よびCa2+で 処理 した菌体 の超薄切片 を観察 した ところ,細 胞質 に
多数 の空胞を有 し,outermembraneがinnerembraneか ら遊離 した異常 な細胞が観察 された。Lasalo-
cidお よびCa2+単 独処理細胞 との比較か ら,こ の超薄切片 中に観察 された変化 は,1asalocidの 膜 に対す
る作用 と,Ca2+の 細胞質 に対す る作用の相乗効 果 の結果 の よ うに考 え られ た。 この1asalocidとCa2+
の相乗 効果が,1asalocidのCa2+一ionophoreと しての性質 によるか否かを明 らかにす るため に,mono-
valent-ionophore(monensin,cationomycin)の 効果 と比較検討 した。そ の結果,相 乗効 果 がlasalo-
cidのCa2+一ionophoreと して の性質 によるものである ことが示唆 された。 さ らに45CaC12を 用 いてtota1
[Ca2+]iを 測定 した結果,lasalocidとCa2+の 併 用によ って[Ca2+]iが 上昇す ることが判明 した。
第三章S.boγ'Sお よびS,rμm'η ∂ηオ'umに おけるfree[Ca2+]、
Sr膿`π απ伽 肌 はoutermembraneを もつ グラム陰性の嫌気 性菌 で あ る ことか ら,Ca2+一 感受 性蛍
光色素 の細胞 内への取 り込 みは非常 に困難で あった。従 って,同 じruminalbacteriaの なかで,グ ラム
陽性 の通性嫌気性菌 であ るS.うoo`sを 用いてfree[Ca2+]、 測定法を初 めに確立 し,次 にSrμ 舵`παπ伽 肌
におけ る .かθe[σ α2+]`測 定法 を確立 した。 これ らの測定法 により測定 した結果,S.う0ひ`SとS.配 而 π侃 か
砒肌 のfree[Ca2+]iは それぞれ,71.1±1.9(π=4)お よび48.1±2.2(F3)nMで あ った。 しか し,
1a6alocidが[Ca2+]、 に影響 を及ぼす濃度 では,1asalocid自 身がfura-2と 同 じ励起波長 に蛍光 を もっ・た
め,lasalocidに よる[Ca2+コi変 化 を直接的 に証明す ることはで きなか った。今後,他 の方法 によ る検討
が必要で ある。 ・
第四章S.boγ'sに お けるCa2+排 出機序
Fura-2/AMを 用 いてfree[Ca2+]i,お よび45CaCl2を 用 いてtota1[Ca2+]iを 測定 し,i)[Ca2+]i
に対 す るエネルギー源 と してのglucoseの 影響,お よびii)total[Ca2+]、 に対す る阻害薬 の効果 を検 討
した。 その結 果,S.うoひ`sはfree[Ca2+]iを ほぼ一定 の低 レベルに保 ったま ま,相 当量 のCa2+を 取 り
込 む ことがで きることが明 らか にな り,こ の結果 はS.boひ`sで は取 り込 まれ たCa2+の ほ とん どが結 合
した状 態 にな ることを示 してお り,著 しいcalciumbufferingcapacityが 存在 す るこ とが示 唆 され た。
また,g!ucoseの 添加 によ ってCa2+は 結合部位 より放 出され,こ の と き細 胞 内ATP濃 度 は著 し く上 昇
した。解糖作 用あ阻害薬 であ るiodoacetateが このglucoseの 効果 を阻害 したことか ら,total[Ca2+]正
を低下 させ るglucoseの 効果 がATPの 加 水分解 と直接 的 に結 び付 いて いる こ と.が示 唆 され た。 他方,
H+勾 配 を枯渇 させ るprotonophoreで あるFCCPお よびF。FIH+一ATPase阻 害薬 であるDCCDが 影響
を及 ぼ さなか った ことは,S.δoひ`sのCa2+排 出にはF。FIH+一ATPaseもprotonmotiveforceも 必要
な いことを示 し,Ca2+/H+antiporter以 外 の機序 によ ってCa2+を 排 出 す る と考 え られ るbし か し,
glucose添 加 によ りfree[Ca2+]iは 変化 しなか ったため,S.boひ ε8にお け るCa2+の 排 出機序 を明確 に
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結論 づ けることはで きなか った。
第五章 結語
真核生物 において は,排 出機序 をは じめ,Ca2+に 関す る多 くの研究 にCa2+一ionophoreが 利 用 されて
きた。細胞機能 や代謝過程 におけるCa2+の 役割 は,真 核生物 に比べ,原 核生物 では不 明の点 が多 く残 さ
れてい るが,真 核生物 の場 合 と同様 に,Ca2+一ionophoreを 利用 す ることによ って,今 後明 らか にな る も
の と考 え られる。本研究 において は,pHの 低下 または高濃度のCa2+の 併用がlasalocidの 作用 を増強 し,
グ ラム陰性菌 に対 して も生育阻害作用を示 した。 その作用機序 と して は,RuSsel1が 提唱 したmonensin
や1asalocidに 対す る説 に従 い,次 の ような可能性 が考 え られた。 細胞 外 のCa2+濃 度 が低 い場 合 に は,
ruminalbacteriaの 生育 に伴 い細胞内 に生成 された多量のH+が 細 胞外 に排 出された結果,H+と 結 合 し
たlasalocidが 増加 し,1asalocidのoutermembrane透 過性が増 す。 このため,lasalocidの 作用 が現
われ るのは,細 胞外pHが 顕著 に低下 す る対数 期 まで生育 が進行 した後 で あ る。LasalocidはCa2+と
K+に 選択性 の高 いionophoreで ある。.細胞内 に取 り込 まれた1asalocidはH+を 遊離 し,細 胞 内濃 度 が
細 胞外 よ り極 めて高 いK+と 錯体 を形成 し,K+を 細胞外へ運 び出す。 細胞 は,増 加 したH+を 細 胞外 へ
排 出す るため にエネルギーを消費 し,生 育 は抑制 され る。他方,細 胞外のCa2+濃 度が高 い場合 は,1asalo-
cidはCa2+と 錯体 を形成 して,outermembraneを 透過 し,Ca2+は 細胞内へ取 り込 まれ,H+が 細胞 外
へ排 出 され る。細胞外のCa2+濃 度 が高 い ことか ら,1asalocidに よ ってCa2+は 次 々 に細胞 内 へ取 り込
まれ,Ca2+を 細胞外 へ排 出す るために多量 のエ ネルギーが消費 され,.生 育 は抑制 され る。 この機序 か ら
考 え ると,グ ラム陰性ruminalbacteriaに 対 す るlasalocidの 作用 は,増 殖 阻害 作用 とい うよ り,む し
ろ抑制 作用 と考えた方 が適 切であ る。
従来,グ ラム陰性 菌,特 にEco♂ 乏にお いて は,EDTA等 によ る前処 理 によ ってoutermembrane
の透過性 を増 し,ionomycinやA23187等 のCa2+一ionophoreを 用 いて細胞 内のCa2+濃 度 を上 昇 させ,
種 々の研究 が行 われて きた。本研究 の結果 は,mediumのpHの 低下 やCa2+濃 度 の上 昇 に よ り,Ca2+一
ionophoreとH+あ るい はCa2+と の結合力が高 まり,グ ラム陰性菌 の膜透過 性を増強 す る ことが可 能 で
あ ることを示 唆 してい る。瓦ooZ`と は異 なるcellmembraneを 有 す る8.配 履 παπ伽 肌 の ような グ ラム
陰性菌 で は,EDTAはoutermembraneの 透過 性の増強 に十分 に効 果 を示 さな い。 しか し,高 濃度 の
Ca2+とCa2+一ionophoreを 用 いてoutermembraneの 透過性 を高 め,細 胞内のCa2+濃 度 を上昇 させ る
ことによ り,グ ラム陰性菌 におけるCa2+ト ラ ンス ポー ト等 の研究が進展 す る ことが考 え られ る。 一 方,
高濃度 のCa2+とCa2+一ionophoreの 併用が,グ ラム陰性菌 の構造 に変化を生 じることも示 され,こ の併
用 によ って細胞 内Ca2+濃 度 を上昇 させ たbacteriaを 用 いて実験 を行 うた め には,細 胞 の活性 低下 あ る
いは死滅 に留意 して実験条件 を設定す る必要があ ることが示唆 された。
真核生物 に比べbacteriaに おけ るCa2÷ に関す る研究 が進展 しなか った理由の一 つ として,細 胞内free
Ca2+濃 度の測定が困難で あった点があげ られる。細胞機能 や代謝過程 にお け るCa2+の 役 割 を解 明す る・
研究 において も,第 一 に,正 常状態 にお ける細胞内freeCa2+濃 度 を明 らか にす る必要 が あ る。 本 研究
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によ り,高 濃度のCa2+とlasalocidの 併用効果 に加 え,嫌 気性菌 の細胞 内freeCa2+濃 度 の測定 が 可能
とな った ことか ら,bacteria特 に嫌気性菌 にお けるCa2+排 出機序 を は じめ とす るCa2+に 関す る研究 の
進展 に重要 な知 見 と技 術を提供 した もの と考 え られる。
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審 査 結 果 の 要 旨
Ionophoreに よる抗菌活性 はbacteriaの 外膜 の有無 に関連があ ると考 え られて いたが必 ず し も確 立 さ
れた ものではなか った。本研究 はグ ラム陰性偏性嫌気性ruminalbacteriumで あ るSθZθπo肌oπα8耀m`一
παπ翻 肌(S.r召 η↓ごπα7τ孟如ητ)を 研究材料 とし,ionophoreの 一種であ るlasalocidの 生 育 阻害 作用機 序
を解析す る ことを目的 とし,1)S膨 肌`几αη吻 肌 に対す るlasalocidの 抗菌作用 に及 ぼすglucose濃 度
とpHの 影響,お よび1asalocidとCa2+の 相互作用 の解析,2)こ の相互作用 の機序 を解明す るために,
細胞 内freeCa2+濃 度([Ca2+]、)変 化の解析 を行 った。 さらに,3)本 研究で確立 したruminalbacteria
のfree[Ca2+]i測 定法 を用いて,8εr¢p`ocooωsうoひ ごs(Sわoひ`8)に お ける細 胞内Ca2+排 出機 序 につ
いて解析 した。
通常,S.rμ 而 π侃 ぬ 濡 に対す る1asalocidの 抗菌作用 は極 めて弱いが,細 胞外pHの 低下 また は高 濃
度のCa2+の 存在 によってS.肥 而 παπぬ 肌 に対 す る生育阻害作用 は増強 され,細 胞構造 も著 し く変化 す
ることを明 らか に した,グ ラム陰性菌 の1asalocidに 対す る耐性 は単 に外膜 の存在 による もので はな い こ
とを明 らか に した。 また,monovalent-ionophoreと の比較検討か ら,IasalocidとCa2+と の併 用効 果
は1asalocidのCa2+一ionophoreと しての性質 によるものであ ることを示唆 した。 さ らに,45Ca2+を 用
いて[Ca2+]、 を測定 す ることによ り,1asalocid投 与 によ り[Ca2+]iが 増加 し,こ の現象 は細 胞外Ca2+
が高 濃度 の場 合 はより顕 著 に誘導 され る ことを明 らか に した。 以上 の結 果か ら,lasalocidのS.rμ 而 ・
π侃`伽 π生育阻害作用 は,1asalocidが 細胞内Ca2+濃 度 を上昇 させ るためであ ることを示暖 した。
次 に,Ca2÷ とlasalocidの 相互 作用 についてさ らに明 らか にす るために,free[Ca2+]、 変化 にっ いて
解析 した。 すなわち,ruminalbacteriaに お けるfree[Ca2+]i測 定法 は これまでに確立 され ていなか っ
たたあ,S.配m加 αη伽 肌 およびSわoひ`8に おけるfree[Ca2+]i測 定法 にっいて確立 し,こ れ らのbac-
teriaのfree[Ca2+]iは 細胞外Ca2+濃 度の変 化 に係 わ らず一定の低濃度 に維持 されてい ることを明 らか
に した。 さ らに,こ のfree[Ca2+]i測 定法 と45Ca2+を 用いて,S.うoひ εsにおけるCa2+排 出機 序 につ い
て解析 した。 その結果,free[Ca2+]、 は一定 の低濃度 に維持 されて いるの に対 し,tota1[Ca2+]iは 細 胞
外Ca2+濃 度 に比例 して上昇す る ことを示 し,S.わoひ`sで は極 めて高 いcalciumbufferingcapacityが
存在す ること,お よび細胞 内Ca2+の ほとん どが堅固 に結合 して いることを明 らかに した。 また各種 の代
謝阻害薬 を使用す ることによ り,結 合型のCa2+はATPの 加水分解 によってのみ結合 部位 か ら放 出 され
る ことを明 らかに し,ATP依 存性 のCa2+排 出機序が存在 す ることを示唆 した。
真核生物 に比べbacteriaに おけるCa2+に 関す る研究 が進展 しなか った理 由の一 っと して,細 胞内free
Ca2+濃 度 の測定 が困難 で あった点 があげ られる。本研究 により,嫌 気 性 菌 の細 胞 内freeCa2+濃 度 の測
定が可能 にな った ことは,今 後 のbacteria研 究 の発展 に大 き く貢献す る ものであ る。
以上 の一連 の優 れた砥究成果 によ り,本 論文 は博士(薬 学)の 学位論文 として合格 と認 め る。
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